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@ Resumen: 

Anticuerpos policlonales, metodo de preparaci6n y uso 
de los mismos. 

Anticuerpos policlonales que reconocen especificamen- 
te y con gran afinidad a los peptidos amiloides mas im- 
portanles, el A/340 y el A/?42, asi como su metodo de 
preparacion mediante la inmunizacion de conejos con 
peptidos de SEC ID N° 1 , 2, 3 6 4. 
Empleo de estos anticuerpos en la valoracion tanto de 
farmacos activadores de la degradacibn de los peptidos 
amiloides caracteristicos de la enfermedad de Alzhei- 
mer como de farmacos inhibidores de su lormaci6n. 
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DESCREPCI6N 

Anticuerpos policlonales, m&odo de preparaci6n 
y uso de los mismos. 

La presenle invenci6n se refiere a anticuerpos po- 
liclonales que reconocen especfficamente y con gran 
afinidad a los dos peptides amiloides mis importan- 
tes, el A/?40 y el A/342, asf como a su empleo en la 
valoraci6n tanto de farmacos activadorcs de la degra- 
daci6n de los peptidos amiloides caracteristicos de la 
enfermedad de Alzheimer como de farmacos inhibi- 
dores de su formacidn. Del mismo modo, pueden ser 
utiles para la valoracion de la actividad de las enzimas 
implicadas en el procesamiento de la protefna precur- 
sor de los citados peptidos 0 la actividad de las en- 
zimas implicadas en la degradacion de los mismos, 
asf como de la valoraci6n del nivel de expresi6n de 
los genes implicados en toda la maquinaria de even- 
tos que conducen al dep6silo y formaci6n de placas 
amiloides, lesiones carac ten's licas de los cerebros de 
pacientes que sufren la enfermedad de Alzheimer. 
Estado de la tecnica anterior 

Se conocen determinados faciores acerca de los 
fen6menos bioqufmicos y metabolicos asociados a la 
presencia de la enfermedad de Alzheimer. Dos cam- 
bios morfologicos e histopatologicos observados en 
cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzhei- 
mer son maranas neurofibril ares (MNF) y dep6sitos 
amiloides. 

Las maranas neurofibrilares iniraneuronales estan 
tambien presentes en otras enfermedades degeneraii- 
vas, pero la presencia de depositos de amiloide tan- 
10 en los espacios intemeuronales (placas neuriticas) 
como en la microvasculatura circundante (placas vas- 
culares) parece ser caracteristica del Alzheimer De 
estas, las placas neuriticas parecen ser las ma> carac- 
teristicas (Price, D.L. y col., Drug Deveiopmeni Re- 
search (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloi- 
des es un peptido de 40-42 aminodcidos denominado 
pe'ptido amiloide A£4. 

El peptido amiloide Afi4 es un polipepndo origi- 
nado por proieolisis a partir de unas glucoprotemas 
de membrana denominadas proteinas precursors del 
peptido amiloide Afi4 (£APP». Estando esta> proiei- 
nas precursoras del pepiido amiloide consutuuUs pen 
695 a 770 aminoacidos, siendo lodas ellas prmJucidas 
por el mismo gen. 

Se han identificado dos variantes principles del 
peptido amiloide A/?4, el pepndo A/?40 y cl AJU2. de 
40 y 42 aminoacidos respeciivamenie. que prc\cntan 
una distribuci6n tisular difereme en condiciono tamo 
fisio!6gicas como pato!6gicas. 

Nosotros hemos clonado y secuenciado el gen 
de la /?APP en el polio y hemos demostrado que es 
practicamente identic© al gen humano, pues produ- 
ce ^APPs con una enorme homologfa, del orden del 
95%, a las de la especie humana, y el peptido A£4, ca- 
racteristico de la enfermedad de Alzheimer, es identi- 
co al humano. Ademas, el ernbri6n de polio procesa a 
las /JAPPs de tal forma que se produce pepiido A/?4, 
debido a la accion de unas enzimas proieolmcas que 
provocan la proteolysis de las/?APPs en un silio clave 
para producir A/?4, la enzima proteol ttica que corta las 
/?APPs para producir A/?4 es denominada/?-secretasa. 
Explicacion de la invencion 

La presenle invencion proporciona anticuerpos 
policlonales, capaces de reconocer especificameme 
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mediante cualquier tecnica inmunol6gica convencio- 
nal (western blot, inmunomstoqufmica, inmunopreci- 
pitaci6n, ELISA, R1A, ...) de la presencia de los pep- 
tidos amiloides A£40 y A/?42, obtenidos por inmu- 
nizaci6n de mamfferos, preferiblemente conejos, con 
una protefna conjugada con un peptido seleccionado a 
partir de un grupo que consiste en SEQ ID NO 1 , SEQ 
ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, opcional- 
mente acortados por eliminaci6n de los restos de ami- 
nodcido de los extremos N-terminal y/o C-terminal, y 
opcionalmente alargados por adicirin de los restos de 
aminoacido apropiados para conjugar la protefna. 

En una realizacion particular, el peptido corres- 
ponde a SEQ ID NO 1, opcionalmente alargado por 
adici6n de los restos de aminoacido apropiados para 
conjugar la protefna. En otra realizaci6n particular el 
peptido corresponde a SEQ ID NO 2, opcionalmen- 
te alargado por adici6n de los restos de aminoacido 
apropiados para conjugar la protefna. En otra realiza- 
ci6n particular el peptido corresponde a SEQ ED NO 
3 t opcionalmente alargado por adici6n de los restos 
de aminoacido apropiados para conjugar la protefna. 
En otra realizacion particular el peptido corresponde a 
SEQ ID NO 4, opcionalmente alargado por adici6n de 
los restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
protefna. Aunque la elimination de los restos aminoa- 
cfdicos terminales no elimina la actividad espceffica, 
los peptidos preferidos son los de SEQ ID NO 1, SEQ 
ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4. 

La provision de cualquiera de los peptidos, subs- 
tancialmenie puros, antes mencionados es tambien 
parte de la presenle invenci6n. 

Esta invencion tambien proporciona un metodo 
para la obtencion de los anticuerpos policlonales antes 
mencionados por inmunizaci6n de mamfferos, prefe- 
riblemente conejos, con una protefna conjugada a un 
peptido seleccionado a partir de un grupo que consis- 
te en SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, 
SEQ ID NO 4, opcionalmenie acortados por elimina- 
cion de los restos de aminoacido de los extremos N- 
lerminal y/o C- terminal, y opcionalmente alargados 
por adici6n de los restos de aminoacido apropiados 
para conjugar la protefna. 

Segun una forma de realizacion preferida de reali- 
zaci6n de la presente invencion, la proiefna utilizada 
para su conjugation con el pepiido es la hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en in- 
gles). 

En una realizacion aun mas preferida de la pre- 
senle invencion, los mamfferos utilizados, para su in- 
munizacion con la protefna conjugada al pepiido, son 
conejos. 

De acuerdo con un aspecto de la presente inven- 
cion, se proporciona un nuevo metodo para la valora- 
cion tanto de farmacos activadores de la degradaci6n 
de los peptidos amiloides caracteristicos de la enfer- 
medad de Alzheimer, como de farmacos inhibidores 
de su producci6n, mediante el uso de los anticuerpos 
policlonales descritos anieriormenle. 

Del mismo modo, el metodo sirve tambien para 
valorar la actividad de las enzimas (proteasas) impli- 
cadas en el procesamiento de la protefna precursora 
de los citados peptidos 0 la actividad de las enzimas 
implicadas en la degradacion de los mismos. 

Esta invencion tambien proporciona un m6todo 
para la detection de la presencia 0 ausencia de los 
peptidos amiloides A04Q y A/?42 en una muestra, em- 
pleando el embrion del polio 0 cualquiera de las mem- 
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branas o h'quidos extraembrionarios del huevo em- 
brionado del polio, como modelo animal de ensayo. 

Segun una realizacion preferida de la presente in- 
vention, se proporciona un nuevo m&odo para la va- 
loracitfn tanto de farmacos activadores de la degra- 5 
dacion de los p6ptidos amiloides caracteristicos de la 
enfermedad de Alzheimer, como de farmacos inhibi- 
dores de su producci6n, mediante el uso del cmbri6n 
del polio o cualquiera de las membranas o h'quidos ex- 
traembrionarios del huevo embrionado del polio, co- 10 
mo modelo animal de ensayo. 

De acuerdo con otra realizacion preferida* de la 
presente invencion, se proporciona un nuevo me* todo 
para valorar la aciividad de las enzimas (proteasas) 
implicadas en el procesamiento de ia protema prccur- 15 
sora de los citados peptidos o la actividad de las en- 
zimas implicadas en la degradaci6n de los mismos, 
mediante el uso del embrion del polio o cualquiera de 
las membranas o h'quidos extraembrionarios del hue- 
vo embrionado del polio, como modelo animal de en- 
sayo. 

El metodo consiste en la inoculation del farmaco 
en el huevo embrionado del polio, ya por simple goteo 
sobre el propio embrion o alguna de sus membranas, 
ya por inyeccion en el vitelo (si el embrion es joven) 
o saco vitelino (si el embridn es mds mayor), en el sa- 
co amniotico, en el saco alantoideo (en embriones de 
mas de 6 dfas de incubaci6n) o en el interior del pro- 
pio embrion y, tras el liempo adecuado de incubaci6n, 
se extrae el embrion y/o cualquiera de las membranas 30 
o h'quidos exiraembionarios y se analiza la canudad 
de peptidos amiloides, caracteristicos de la enferme- 
dad de Alzheimer, mediante las tecnicas convencio- 
nales de laboratorio para la cuantificacion de peptidos 
y proteinas como western blot, inmunohistoqufmica, 35 
inmunoprecipitaci6n , ELISA, RIA, HPLC, etc. 

Ejemplos 

La presente invencion se ilustra mediante los si- 
guientes ejemplos. 

Ejemplo 1 40 
Acoplamiento de los peptidos a hemocianina de lapa 
( KLH, Keyhole Limpei Hemocyanin) 

Los peptidos fueron acoplados a la protema hemo- 
cianina de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin), 
via n- terminus, utilizando el agente acoplame gluta- 45 
raldehfdo. Para lo cual se activ6 la protema KLH en 
solution de buffer boralo pH 10. A continuacitin se 
anadio el peptido sinletico y lentamente se anadi6 la 
salucion de glutaraldehido 0.3% mienlras se agitaba 
a lemperatura ambiente. Tras la adicci6n de glicina 50 
1M para bloquear el glutaraldehido no reaccionante, 
se dializo el conjugado peptido-proteina frenie a 3 li- 
tros de buffer borato pH 8.5 a lemperatura de 4°C El 
conjugado peptido-KLH se almaceno a 4°C. 

Ejemplo 2 55 
Generation de los anticuerpos policlonales 

Los cuatro anticuerpos policlonales fueron ge- 
nerados por inmunizacion de conejos New Zealand 
White contra los cuatro peptidos acoplados a KLH 
que se utilizaron como inmunogeno. 60 

Cada inmun6geno se inyect6 en dos conejos, rea- 
lizandose cinco inyecciones: la primera inyeccion in- 
tradermica del conjugado peptido-KLH en PBS y 
emulsionados en adyuvante completo de Freund y 
cuatro mas intramusculares, a modo de dosis de re- 65 
cuerdo en los dfas 14, 28, 49 y 80, del mismo conju- 
gado peptido-KLH en PBS pero esta vez emulsiona- 
dos en adyuvante incompleto de Freund, realizandose 



la sangria decontrol a los 90 dfas para detectar la pre- 
sencia de los anticuerpos. 
Ejemplo 3 

Purificacidn de los anticuerpos por afinidad 

Tras la recogida de sangre, se separ6 el suero y 
se prepurific6 mediante desalado y posterioimente se 
purificaron los anticuerpos por afinidad en una ma- 
triz compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy 
activated (Merck) a la que se anadi6 5mg del corres- 
pondiente peptide Las fracciones purificadas se esta- 
bilizaron en 0.1% de BSA (Sigma) y se conservaron 
a 4°C, pudiendose aftadir glicerol 20-50% como crio- 
protector. 

Ejemplo 4 
Titulacion del anticuerpo por ELISA 

Tras la purificaci6n por afinidad se determin6 el 
tftulo del anticuerpo por ELISA. Para ello se puso el 
antfgeno en una placa ELISA Maxi Sorb de Nunc a 
razon de 50ng/50j/l en PBS pH 7, y se detecto el anti- 
cuerpo con anti-IgG de burro conjugada con fosfatasa 
alcalina, utilizando como substrato p-nitrofenil fosfa- 
to (PNPP) en dietanolamina con 5mM MgCl 2 , pH 9.6 
y revel ado a las 2 horas. 

En conclusion, los anticuerpos se generaron em- 
pleando los diferentes peptidos sintericos descritos 
anteriormente acoplados a KLH. Estos peptidos sintS- 
ticos contienen un numero muy pequefio de amino£- 
cidos, lo cual les hace muy adecuados para la pro- 
duccion en cadena de anticuerpos homogeneos, con 
epitopes predefmidos. 
Lista de secuencias 

SEQ ID NO 1 LVFFAEDV 

SEQ ID NO 2 GLMVGGVV 

SEQ ID NO 3 GLMVGGVVIA 

SEQ ID NO 4 RHDSGYEVHHQK 

En esta solicitud los aminoacidos se abrevian utili- 
zando los codigos de una letra aceptados en el campo, 
en la forma que se muestra a continuaci6n: 

A= Ala= alanina, 

C= Cys= ci sterna, 

D= Asp= ^cido aspartico, 

E= Glu= ^cido glutamico, 

F= Phe= fenilalanina, 

G= Gly= glicina, 

H= His= histidina, 

1= Ile= isoteucina, 

K= Lys=lisina, 

L= Leu= leucina, 

M= Mel= metionina, 

N= Asn= asparagina, 

P= Pro= prolina 

Q- Gln= glutamina, 

R= Arg= arginina, 

S= Ser= serina, 

T= Thr= treonina, 

V= Val= valina, 
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W= Trp= triptofano, 
Y= Tyn= tirosina, 

La informaci6n relativa a la identificaci6n de las 
secuencias peptfdicas, descritas en la presente inven- 
cidn, que se acompana a la presente memoria en for- 
mato legible por ordenador, cs identica al listado de 
secuencias que se presenta acompanando a la memo- 
ria. 

NUMERO DE SECUENCIAS: 4 
IWORMACION SOB RE LA SECUENCIA 1: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 8 

TIPO: aminoacido 

TIPO DE MOLECULA: peptido 

FUENTE: Sfntesis Qufmica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Va! 

1 5 
INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 8 

TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA; peptido 
FUENTE: Sfniesis Qufmica 
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DESCRIPCI6N DE LA SECUENCIA- 
SEQ ID NO 2 

Gly Leu Met Val Giy Gly Val Val 
1 5 
INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 10 

TIPO: arninodcido 

TIPO DE MOLfeCULA: peptido 

FUENTE: Sfntesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
1 x 5 "> 

INFORMACI6N SOBRE LA SECUENCIA 4: 
CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Sfntesis Qufmica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 
Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
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REIVINDICACIONES 

1. Anticuerpo policlonal para el reconocimiento 
especffico de las formas principals de peptido beta 
amiloide, A/340 y A/?42, obtenible por inmunizaci6n 
de mamfferos con una protefna conjugada a un pepti- 
do seleccionado entre el grupo formado por: 

- e! peptido de SEQ ID NO 1, el peptido de SEQ 
ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el pepti- 
do de SEQ ID NO 4; 

- los peptidos con una secuencia resultante de eii- 
minar los restos de aminoacido N-terminal y/o 
C-terminal de SEQ ID NO 1 , de SEQ ID NO 2, 
de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4; 

- y los peptidos resultantes de anadir a cualquie- 
ra de las secuencias precedentes, los restos de 
aminoacido necesarios para la conjugacibn de 
la protefna. 

2. Anticuerpo policlonal segun la reivindicaci6n 
1, caracterizado porque la inmunizaci6n se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo constitui- 
do por: 

- el peptido de SEQ ID NO 1; 

- los peptidos con una secuencia resultante de eli- 
minar los restos de aminoacido N-terminal y/o 
C-terminal de SEQ ID NO 1; 

- y los peptidos resullantes de anadir a cualquie- 
ra de las secuencias precedentes. los restos de 
aminoacido necesarios para la conju^acion de 
la protefna. 

3. Anticuerpo policlonal segun la rriwruJicacion 
1, caracterizado porque la inmunizacirtn sc realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo. constitui- 
do por; 

- el peptido de SEQ ID NO 2; 

- los peptidos con una secuencia resultante de eli- 
minar los restos de aminoacido N terminal y/o 
C-terminal de SEQ ID NO 2; 

- y los peptidos resulianles de anadir a cualquie- 
ra de las secuencias precedentes. U>\ restos de 
aminoacido necesarios para la conjugation de 
la protefna. 

4. Anticuerpo policlonal segiin la rcn truiicacion 
1, caracterizado porque la inmunizacion \c realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo constuui- 
do por: 

- el peptido de SEQ ID NO 3; 

• los peptidos con una secuencia resutianie de eli- 
minar los restos de aminoacido N-terminal y/o 
C-terminai de SEQ ID NO 3; 

- y los peptidos resuhantes de anadir a cualquie- 
ra de las secuencias precedentes, los restos de 
aminoacido necesarios para la conjucacion de 
la protefna. 

5. Anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 
1, caracterizado porque la inmunizaci6n se realiza 
con un peptido seleccionado entre el grupo constitui- 
do por: 

- el peptido de SEQ ID NO 4; 



- los pfptidos con una secuencia resultante de eli- 
minar los restos de aminoacido N-terminal y/o 
C-terminal de SEQ ID NO 4; 

- y los peptidos resultantes de anadir a cualquie- 
ra de las secuencias precedentes, los restos de 
aminoacido necesarios para la conjugaci6n de 
la protefna. 

6. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
10 reivindicaciones anteriores 1 a 5, caracterizado por- 
que la protefna es la hemocianina de lapa (KLH, Key- 
hole Limpet Hemocyanin en ingles). 

7. Anticuerpo policlonal segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizado por- 
ts que los mamfferos son conejos. 

8. P6ptido sustancialmente puro caracterizado 
por tener una secuencia de arninoacidos seleccionada 
entre el grupo definido en la reivindicaci6n 1. 

9. P6ptido segun la reivindicaci6n 8, caracteriza- 
20 do porque la secuencia se seleccionado entre el grupo 

definido en la reivindicaci6n 2. 

10. Peptido segun la reivindicaci6n 9, caracteriza- 
do porque la secuencia es SEQ ID NO 1 . 

11. Peptido segun la reivindicaci6n 8, caractcri- 
25 zado porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

definido en la reivindicacion 3. 

12. Peptido segun la reivindicaci6n 11 , caracteri- 
zado porque la secuencia es SEQ ID NO 2. 

13. Peptido segun la reivindicacion 8, caracteri- 
30 zado porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

definido en la reivindicacion 4. 

14. Peptido segun la reivindicacion 13, caracteri- 
zado porque la secuencia es SEQ ID NO 3. 

15. Peptido segun la reivindicacion 8, caracteri- 
35 zado porque la secuencia se selecciona entre el grupo 

definido en la reivindicacion 5. 

16. Peptido segun la reivindicaci6n 15, caracteri- 
zado porque la secuencia es SEQ ID NO 4. 

17. Uso de un peptido segun cualquiera de las rei- 
40 vindicaciones anteriores 8 a 16, para la obtencion de 

anticuerpos policlonales mediante conjugation a una 
protefna e inmunizacion de mamfferos. 

] 8. Uso segun la reivindicacion 17, caracterizado 
porque la protefna es la hemocianina de lapa (KLH, 
45 Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles). 

19. Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 17 a 18, caracterizado porque los mamffe- 
ros son conejos. 

20, Metodo de obtencion anticuerpos policlonales 
50 para el reconocimiento especffico de las formas prin- 
cipals de peptido beta amiloide, A/?40 y A/?42, ca- 
racterizado porque se inmunizan mamfferos con una 
protefna conjugada a un peptido seleccionado entre el 
grupo definido en la rcivindicaci6n 1. 

55 21. Metodo segun la reivindicaci6n 20, caracteri- 

zado porque la protefna utilizada es la hemocianina 
de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en in- 
gles). 

22. Metodo segiin cualquiera de las reivindicacio- 
60 nes anteriores 20 a 21, caracterizado porque los ma- 
mfferos son conejos. 

23. Metodo de deteccion de la presencia o ausen- 
cia de los pdptidos amiloides A/340 y A/242 en una 
muestra, caracterizado porque comprende poner en 

65 contacto dicha muestra con un anticuerpo definido co- 
mo en la reivindicaci6n 1, y detectar la presencia o 
ausencia del complejo formado por dichos peptidos 
amiloides y dicho anticuerpo. 
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24. Metodo de valoraci6n tanto de farmacos acti- 
vadores de la degradaci6n de Jos p6ptidos amiloides, 
como de farmacos inhibidores de su producci6n, me- 
diante el uso de los anticuerpos policlonales descri- 
tos en !a reivindicacion 1, caracterizado porque se 
empiea el huevo embrionado del polio como modelo 
animal de ensayo. 

25. Uso del huevo embrionado de polio como mo- 
delo animal de ensayo para la valoraci6n tanto de f&r- 



10 



15 



20 



macos activadores de la degradacidn de los peptidos 
amiloides, como de farmacos inhibidores de su pro- 
ducci6n, mediante el empleo de anticuerpos policlo- 
nales como marcadores de la presencia ausencia de 
dichos peptidos amiloides. 

26. Uso segun la reivindicaci6n 25, caracterizado 
porque los anticuerpos policlonales utihzados son los 
definidos en la reivindicaci6n 1. 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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LISTAS DE SECUENCIAS 

<1 10> Universidad de Zaragoza 

<120> Aniicuerpos poiiclonales, mdtodo de preparaci6n y uso de los mismos. 

<130> 
<160>4 

<170> Patenlln version 3.1 
<210> 1 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sintesis Qui'mica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(8) 
<223> 
<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 

<210>2 
<211>8 
<2I2> PRT 

<213> Siniesis Qui'mica 
<220> 

<22 1 > PEPTIDE 
<222> (1)..(8) 
<223> 
<400> 2 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 

<210> 3 
<2ll>10 
<212> PRT 

<213> Siniesis Qui'mica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)410) 
<223> : 
<400> 3 

Gly Leu Mel Val Gly Gly Val Val He Ala 
1 5 10 

<210> 4 
<21 1> 12 
<212> PRT 

<213> Sintesis Qui'mica 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(12) 
<223> 
<400> 4 

Are His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 
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